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Stabile lyophilisierte pharmazeutische Zubereitunqen von G-CSF 

Gegenstand der vorllegenden Erfindung sind lyophilisierte pharmazeutische Zube- 
reitungen von G-CSF, die Maltose, Raffinose, Saccharose, Trehalose oder Amino- 
zucker als Stabilisierungsmittel enthalten. AuBerdem betrrffl die Erfindung ein Ver- 
fahren zur Herstellung dieser stabilisierten Lyophilisate sowie die Verwendung von 
Maltose. Raffinose. Saccharose, Trehalose Oder Aminozucker als Stabtlisatoren von 
G-CSF-haltigen Arzneimitteln. 

Verschiedene phanmazeutische Zubereitungen, die G-CSF (Granulozyten-Kolonie 
stimulierender Faktor) enthalten, sind bereits'aus dem Stand der Technik bekannt. 

In DE 37 23 781 (GB 2,193,631) wird ein G-CSF-haltiges Arzneimittel beschrieben, 
das zur Stabilisierung von G-CSF mindestens ein pharmazeutisches grenzfiachen- 
aktives Mittei, Saccharid. Protein Oder eine hochmoiekulare Verbindung enthalt. Es 
werden dort Zubereitungen vorgeschlagen, die Humanserumalbumin als stabiiisie- 
rendes Mittei enthalten. Als vorteilhaft werden insbesondere Zubereitungen ge- 
nannt, die oberflachenaktive Mittei in Gewichtsanteilen enthalten, die dem 1- bis 
10 OOOfachen der eingesetzten G-CSF-Menge entsprechen. 

In EP 0 373 679 werden stabilisierte Zubereitungen von GCSF beschrieben, die 
sich im wesentltchen durch einen sauren pHWert der Losung auszeichnen, wobei 
die Losungen eine mdgltchst geringe Lettfahtgkeit aufweisen solKen. Die Losungen 
besitzen einen pH-Wert von 3 - 3,7, falls die Losungen weitere pharmazeutische 
Hitfsstoffe, wie beispietsweise Puffer oder Mannitol, enthalten. Fur den Fall, da& 
keine Puffersubstanzen in der Arznerform vorhanden sind, werden pH- Bereiche 
von 2,75 " 4 als vorteilhaft beschrieben. 

Weiterhin werden in EP 0 306 824 stabilisierte Lyophilisate von Humanprotein- 
Praparaten beschrieben, bei denen die Stabilisierung durch Zusatz eines Ge- 
misches von Hamstoff, Aminosauren und Detergenz erfolgt 
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In derfruheren PCT-Patentanmeldung PCT/EP92/01823 wird ein Verfahren zur 
Herslellung von G-CSF-haltigen. gut vertraglichen Arzneimitteln fur Infusions- oder 
Injektionszwecke beschrieben. Die flussigen Darreichungsformen zeichnen sich ins- 
besondere durch eine geringe Trtrationsaciditat und geringe Pufferkapazitat aus. 
Die pH-Werte der beschriebenen G-CSF- haltigen Infusions- und Injektionslosungen 
liegen im sauren Bereich von etwa 3,8 - 4,5. 

Verfahren zur Herstellung von G-CSF-haltigen flussigen Arznerformen, die zusatz- 
lich Konservierungsmittel enthalten, sind bekannt aus PCT/EP92/01822. Die 
pH-Werte der v\/assrigen pharmazeutischen Losungen liegen im sauren Bereich von 
2,5 - 4,5. Die Stabilisierung von G-CSF wird dort im wesentlichen durch die Einstel- 
lung des fur G-CSF gunstigen sauren pH-Wertes und durch Zugabe einer Mischung 
von verschiedenen Aminosauren erreicht 

Die bisher bekannten Arzneiformen fur G-CSF besitzen jedoch einige Nachteile. Es 
wurde festgestellt, daB flussige GCSF-Zubereitungen gegenuber Einfrieren und 
Auftauen in einigen Fallen empfindlich sein konnen. Das unkontrollierte Einfrieren 
und Wiederauftauen derartiger Zubereitungen kann zur Entstehung von Dimeren, 
Oligomeren und Aggregaten fuhren, ggf. konnen auch unlosliche Prazipitate hervor- 
gerufen >«erden. Derartige Eigenschaften von Proteinarzneimitteln sind aus medizi- 
nisch-pharmazeutischer Sicht bedenklich, da ein versehentliches Einfrieren der 
pharmazeutischen Losung nicht mit Sicherhett vermieden werden kann, und somit 
das Risiko der Applikatlon einer qualitativ veranderten Zubereitung besteht. 

Nachteilig bei den in DE 37 23 781 beschriebenen Zubereitungen ist femer die Tat- 
sache, daB diese pharmazeutische Zusatz- oder Hllfsstoffe enthalten, die aus me- 
dizinischer Sicht nicht ohne weiteres als unbedenklich einzustufen sind. Potymere 
und Proteine besitzen im Hinblick auf ihre Eignung als pharmazeutische Zusatz- 
stoffe aufgrund ihrer Herkunft und physikalisch-chemischen Eigenschaften ein ge- 
wisses Risikopotentlal. Proteine menschlichen oder tierischen Ursprungs sowie aus 
Zellkulturen gewonnene Proteine tragen ein potentielles Restrisiko viraler Verunrei- 
nigungen. Auch andere, analytisch schwer nachweisbare proteinartige Verunreini- 
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gungen konnen wegen ihrer antigenen Eigenschaften immunologische Reaktionen 
beim Menschen hervorrufen. Proteine tierischen Ursprungs konnen daruber hinaus 
generell aufgaind ihrer spezies-spez'rfischen Eigenschaften immunologische Reak* 
tionen beim Menschen auslosen. Auch Langzeitreaktionen nach spaterer Reappti- 
kation derartiger Proteine sind moglich. 

Der Zusatz von hochmolekularen Verbindungen (Polymere) kann ebenf alls proble- 
matisch sein. Polymere sind aufgrund ihrer groBen Wlolekulmasse im Kqrper akku- 
muiierbar und konnen somit. falls kein Bioabbau erfolgt, uber lange Zeit im Korper 
verbleiben. Dies ist besonders bei subkutaner Applikation zu befurchten, da der Ab- 
transport und Bie Vertetlung durch den Blutstrom gegenuber intravenoser Gabe 
stark vertangsamt erfolgt In Abhangigkeit von der Molmasse konnen Polymere auch 
antigene Eigenschaften aufweisen. Auch ist die Reinhett von Polymeren aufgrund 
der zur Herstellung verwendeten Katalysatoren Oder des Vorhandenseins von Mo- 
nomeren und anderen Polymerbruchstucken schwierig zu gewahrieisten, Der Ein- 
satz von Polymeren bei pharmazeutischen Darreichungsformen, insbesondere bei 
subkutan applizierbaren Aizneiformen ist somit, wenn moglich, zu vermeiden. 

Die in DE 37 23 781 beschriebenen Tensidmengen sind aus medizinischer Sicht 
ebenfalls als problematisch anzusehen. Dort werden Tenstdkonzentrationen als 
vortetlhaft beschrieben. die bezugiich der Gewichtsantetle von G-CSF 1- bis 
10 000 Gewichtsanteile eines oberflachenaktiven Mittels enthalten. Betrachtet man 
anderersetts die fur den klinischen Gebrauch bevorzugten Anwendungskonzentra- 
tionen von G-CSF von 0,05 - 1,5mg/ml in den fertigen Arzneiformen, so ergeben 
sich entsprechend hohe Tensidkonzentrationen. Diese sind aus medizinischer Sicht 
zu vermeiden, da sie lokale Irritationen auslosen konnen. 

AuBerdem haben einige der bekannten Formulierungen den Nachtell, daB sie auf- 
grund des angewandten niedrigen pH-Wertes insbesondere bei subkutaner Anwen- 
dung zu lokalen Unvertraglichkeiten beim Patienten fuhren. Das erhaltene Produkt 
kann bei empfindlichen Patienten zu Schmerzen und lokaler Gewebereizung fuhren. 
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da der im Gewebe physiologisch vorliegende Bereich von pH 7,0 - 7,5 nicht einge- 
halten wird. 

Aus der Literatur ist ferner bekannt, daU insbesondere nichtglykosilierte Fonmen von 
G-CSF gegenuber glykosiliertem G-CSF, das aus CHO-Cellen gewonnen wird, be- 
sonders instabil sind (J, Biol. Chem. 1990, 265, 11432). Die Stabilisierung von 
nicht-glykosilierten Formen von G-CSF enwes sich als besonders schwierig und be- 
darf speziell ausgewahlter MaBnahmen, urn dieses Molekul in einer stabilen Arznet- 
form zu formulieren. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, eine Arzneifonn fur G-CSF zur Verfu- 
gung zu stellen, die eine ordnungsgemaBe Anwendung von G-CSF als Arzneimittel 
ermoglicht und die oben beschriebenen Nachteile der bisher bekannten Arzneifor- 
men nicht aufwelst. Die pharnrazeutische Zubereitung soHte sowohl stabil gegen- 
uber unkontroilierten Einfrier- und Auftauvorgangen als auch stabil bel langerer La- 
gerung als Lyophilisat sein. physiologisch gut vertragllch. einfach handhabbar und 
exakt dosierbar sein. 

Die in DE 37 23 781 beschriebenen Beispiele zeigen, daB stabile Lyophilisate erhal- 
ten werden konnen, wenn Humanserumalbumin als Hilfsstoff eingesetrt wird. Der 
Zusatz von Zuckeralkoholen allein fuhrtzu weniger stabilen Formulierungen. Es ist 
deshalb im Sinne einer Verbesserung des Standes der Technik wunschenswert, 
Formulierungen zu finden, die kein Humanserumalbumin (HSA) oder andere Protei- 
ne Oder Polymere enthalten und dennoch gute Stabilttat auch bet erhohter Tempera- 
tur aufweisen. Der Verzicht auf Humanserumalbumin und Polymere vermindert das 
medizinische RIsiko von Nebenwirkungen, wie sie beispielsweise fur HSA beschrie- 
ben sind. 

Oberraschenderweise wurde gefunden. daB man im Sinne der vorliegenden Erfin- 
dung stabile pharmazeutische Arzneiformen herstellen kann. wenn man als Zusatz- 
stoffe Maltose, Raffinose, Saccharose, Trehalose oder Aminozucker einsetzt 
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Feste Zubereitungen, die Maltose, Raffinose, Saccharose, Trehalose oder Amino- 
zucker als Hilfsstoffe enthalten, konnen ohne nennenswerten Qualitatsverlust des 
Proteins eingefroren oder auch bei erhohten Temperaturen (bis 40 °C) gelagert 
werden. Die pharmazeutische Qualitat des Wirkstoffes wird hierdurch nicht negativ 
beeinfluBt. Die erfindungsgemalien Zubereitungen werden vorzugs\A/eise als Lyo- 
philisate in den Handel gebracht. Die nach Redissolution hergestellten wassrigen 
Zubereitungen sind sehr gut vertraglich, und stellen hinsichtlich der Proteinstabilitat 
qualitattv hochwertige Zubereitungen dar. Sie haben auBerdem den Vorteil, daB 
durch den Zusatz von Maltose, Raffinose, Saccharose, Trehalose oder Amino- 
zuckern als Hilfsstoffe Losungen mit einem vorteilhaften pH-Wert von 4-5 oder 
7-8 hergestetft NA/erden konnen, wahrend die aus dem Stand der Technik bekann- 
ten Losungen aus Stabilitatsgrunden des Proteins hauptsachlich Losungen mit 
einem pH- Wert von 2,5 - 3,5 erforderlich machten. 

Die erfindungsgemalien Zubereitungen besitzen auBerdem den Vorteil, daB sie 
im wesentlichen frei von proteinartigen oder polymeren Hilfsstoffen sind, deren Ver- 
\fvendung aus medizinischer Stcht nicht unproblematisch sein kann. Aufgrund der 
Tatsache, daB nunmehr durch Aufldsen von Lyophilisaten erhaltene, flussige 
G-CSF-haltige Arzneiformen mit einem pH-Wert von etwa 4-5 oder 7 - 8, vorzugs- 
weise mit einem pH-Wert in der Nahe des pH-Wertes des Blutes (pH 7,2 - 7,4), 
hergestellt werden konnen. besitzen sie femer den Vorteil, gut vertraglich und 
weitgehend schmerzfrei applizierbar zu sein. Dies ist vor allem bei subkutaner Gabe 
wesentlich, da hier leichter Unvertraglichkeiten entstehen als bei intravendser Gabe. 
Die erfindungsgemaBen Zubereitungen lassen sich auch in den klinisch besonders 
bevorzugten Konzentrationsbereichen von 0,05 - 1,5 mg/ml herstellen, so daB 
Injektionsvolumina von < 1,0 ml eingehalten werden konnen. Klelne Injektions- 
volumen sind bei subkutaner Applikation besonders vorteilhaft, da sie nur geringe 
mechanische Reize im Unterhautgewebe hervon^en. 

Vorteilhaft ist femer. daB aufgrund der gewahlten Hilfsstoffe die bisher bendtigten 
relativ hohen Tensidmengen in den flQssigen Arzneiformen nicht mehr erforderlich 
sind. Vielmehr sind niedrige Tensidmengen von 0,5 mg/ml oder weniger, vorzugs- 
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weise von 0,01 - 0,1 mg/ml, ausreichend zur Stabilisierung von G-CSF. Vorteilhaft 
konnen Tensidkonzentrationen (mg/mt) verwendel werden, die kleiner als oder 
maximal gleich der eingesetzten Proteinmenge an G-CSF pro Volumeneinheit 
(mg/ml) sind. Dies ist vor allem bel solchen flussigen Arznerformen von \/ortell, die 
fur die subkutane Anwendung von GCSF bestimmt sind. AuBerdem werden durch 
die erfindungsgemaBen MaUnahmen tnsbesondere die labilen, unglykosilierten 
G-CSF-Molekule fur pharmazeutische Zubereitungen ausreichend stabilisiert. 

Der Hilfsstoff Maltose (Malzzucker, Maltobiose, 4-O-alpha-D-Glucopyranosyl- 
D-glucose) wird in einer Menge der 0,01 - 10 OOOfachen Menge des Wirkstoffes 
G-CSF eingesBtzt. Das Gleiche gilt fur die Hilfsstoffe Raffinose, Saccharose und 
Trehalose. Die Konzentration dieser Hilfssloffe in der flussigen Arzneiform betragt 
0,1 - 200 mg/ml, vorzugsweise 10-60 mg/ml. Anstatt von Maltose konnen auch die 
stereoisomeren Disaccharide Cellobiose, Gentiobiose oder Isomaltose eingesetzt 
werden. Als Aminozucker werden generell solche Monosaccharide bezeichnet, die 
anstelle einer Hydroxygruppe eine Amino- oder eine acylierte Aminogruppe besit- 
zen. Beispiele hierfur sind Glucosamin. Gatactosamin, Neuraminsaure. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform werden pharmazeutische Zubereitungen zur 
X/erfugung gestelK, die neben Maltose. Raffinose, Saccharose oder Trehalose femer 
Aminosauren enthalten. tnsbesondere kommen als Aminosauren basische 
Aminosauren In Frage, wie beispielsweise Arginin, Lysin. Omithin, u.a., saure 
Aminosauren, wie betspielsv^ise Glutaminsaure. Asparaginsaure, u.a. oder auch 
aromatische Aminosauren, wie beispielsweise Phenylalanin. Tyrosin, Tryptophan, 
u.a. . 

Aminosauren werden in einer 0,01 - 10 OOOfachen Menge des Wirkstoffes G-CSF 
eingesetzt Die Konzentration dieser Hilfsstoffe in der flussigen Arzneiform betragt 
0,1 - 200 mg/ml, vorzugsweise 1-50 mg/ml. 

Zur Herstellung der Lyophilisate werden zunachst die wassrigen pharmazeutischen 
Losungen hergestellt, die den Wirkstoff und andere pharmazeutische ubiiche Hilfs- 
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stoffe enthalten. Als pharmazeullsche Hilfsstoffe kommen insbesondere Aminosau- 
ren, wie z. B. Arginin, Lysin, Omithin. Phenylalanin oder Tyrosin in Frage. AuBer- 
dem kann die wassrige Zubereitung ubiiche Puffersubstanzen. wie z. B. Essigsaure, 
Salzsaure, Zitronensaure, Milchsaure, Weinsaure, Maleinsaure und Phosphorsaure 
Oder deren physiologisch vertraglichen Sake enthalten. Bei der Herstellung der 
Hitfsstofflosung konnen diese Puffersubstanzen entweder in Form der entsprechen- 
den freien Saure oder in Form der Alkali-, Erdalkali- oder Ammoniumsaize vorgege- 
ben werden. AuBerdem kann die Losung Nweitere phannazeutisch ubiiche Hilfsstoffe 
bereits enthalten. 

Die Rethenfolge der Zugabe der verschiedenen Hilfsstoffe oder des Wirkstoffes ist 
weitgehend unabhangig hinsichtlich des Herstellungsverfahrens und liegt im Ennes- 
sen des Fachmannes. Der gewunschte pH-Wert der Losung wird durch Zugabe von 
Basen. \wie beispielsweise von Alkalihydroxiden, Erdalkalihydroxiden oder Am- 
moniumhydroxid eingestellt Vorzugs\weise wird hierzu Natriumhydroxid venwendet 
Die Einstellung des gewunschten pH-Wertes ist prinzipiell durch Zugabe von basi- 
schen Losungen moglich. In diesem Sinne kommen allgemein Saize von starken 
Basen mit schwachen Sauren in Frage, wie z. B. Natriumacetat, Natriumcitrat, 
Di-Natrium- bzw. Di-Kaliumhydrogenphosphat oder Natriumcarbonat Fur den Fall, 
daB die pharmazeutische Hilfsstofflosung einen basischen pHWert aufweist, erfolgt 
die Einstellung durch Titration mit Saure, bis der gewunschte pH-Bereich en^icht 
ist. Als Sauren kommen physiologisch vertragliche anorganische Oder organische 
Sauren in Frage, wie beispielsweise Salzsaure, Phosphorsaure, Esstgsaure, Zitro- 
nensaure oder allgemein Qbliche Losungen von Substanzen, die einen sauren 
pHWert besitzen. Bevorzugte Substanzen sind in diesem Sinne Satze von starken 
Sauren mit schwachen Basen, wie z. B. Natriumdihydrogenphosphat oder Kalium- 
dihydrogenphosphat 

Die Konzentrationen der Puffersubstanzen in der fertig appl'izierbaren flussigen Arz- 
neiform betragen jeweils etwa 2 - BOmMoI/l. Die Gesamtkonzentration an Puffer- 
substanzen sollte einen Wert von 100mMol/l nicht ubersteigen. Bevorzugt betragt 
die Konzentration der Puffersubstanzen 5 - 40 mMoI/l. 
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Die mittels der genannten Hiffsstoffe erfolgte Stabilisieaing von G-CSF-Moiekulen 
bezieht sich prinzipieli auf alle durch rekombinante Verfahren hergestellte G-CSF- 
MolekQIe und deren Varianten. Der BegrrfT G-CSF oder G-CSF-Variante gemaB 
vorliegender Erfindung beinhaltet alle naturiich vorkommenden Varianten von 
G-CSF, sowie davon abgeleitete durch rekombinante DNA-Technologle modrTi- 
zlerten GCSF-Proteine. insbesondere Fusionsprotetne. die neben dem GCSF-Anteil 
noch andere Proteinsequenzen enthalten. Besonders bevorzugt ist in diesem Sinne 
G-CSF-Mutein mit einem N-terminalen Met-Rest an Position - 1, das zur Expression 
in prokaryontischen Zellen geeignet ist. Ebenso geeignet ist eine rekombinante 
Methionin^reie G-CSF-Variante, die gemaB PCT/EP91/00192 hergestellt werden 
kann. Unter dem Begrrff "GCSF-Variante" werden solche GCSF-A/lolekuie verstan- 
den, bei denen eine oder mehrere Amtnosauren deietiert Oder durch andere Amino- 
sauren ersetzt setn konnen, wobei die wesentlichen Eigenschaften von G-CSF weit- 
gehend erhalten bleiben. Geeignete G-CSF-Muteine sind beispielsweise in 
EPO 456 200 beschrieben. 

Zur Herstellung gut vertraglicher parenteraler Arzneiformen ist der Zusatz von iso- 
tonisierenden Hilfsstoffen zweckmaBig, wenn nicht durch die osmotischen Eigen- 
schaften des Wirkstoffes und der zur Stabilisierung eingesetzten Hitfsstoffe bereits 
Isotonic erreicht werden kann. Dazu werden vor allem ntc^t-tonisierte. gut vertragli- 
che Hilfsstoffe eingesetzL 

Der Zusatz von Satzen ist zur Einstellung der tsotonie nicht vorteilhaft da hohe 
Salz- Oder lonenkonzentrationen die Aggregatbildung von G-CSF fordem. Vorteil- 
haft werden deshalb Salze in geringer Menge zugesetzt 

Au&erdem konnen die pharmazeutischen Zubereitungen weitere ubiiche Hitfs- oder 
Zusatzstoffe enthalten. Es konnen Antioxidanzien, wie beispielsweise Glutathion 
Oder Ascorbinsaure oder ahnliche Substanzen, chaotrope Hilfsstoffe, wie beispiels- 
weise Hamstoff, und Aminosauren. wie beispielsweise Arginin. Lysin, Omithin, 
Glutaminsaure und andere zugesetzt werden. 
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Im folgenden wird die Erfindung anhand von reprasentath/en Ausfuhrungsbetspielen 
naher beschrieben: 

Die Beispiele 1-14 zeigen, in welcher Weise erfindungsgematte Lyophilisate 
formuliert hergestellt und hinsichtlich der Stabilitat des Proteins naher untersucht 
\werden konnen. Der EinfluB der neben Maltose, Raffinose, Saccharose oder 
Trehalose zugesetzten Hilfsstoffe sowie des pH-Wertes vArd eriautert. 

Vergleichende Untersuchungen zu auf der Basis von Mannit oder Gtycin herge- 
steilten Lyophilisaten zeigen, daa Maltose-, Raffinose-, Saccharose- oder 
Trehalose-Lyophilisate signifikant bessere Ergebnisse liefem, als die mit anderen 
Gerustbildnem hergestellten Zubereitungen. Durch Einsatz der erfindungsgema& 
beschriebenen und in den Beisptelen eriauterten Lyophilisate laBt sich im Sinne 
der beschriebenen Zielsetzung efne optimale Formulierung herstellen, die einen 
physiologisch vertraglichen pH-Wert aufweist, langfristig lagerstabil ist und dabei 
erhohte Lagertemperaturen sowie mechanischen StreB ohne negative Auswirkun- 
gen auf das Protein aushalL Die Zubereitungen sind insbesondere gegen Einfrieren 
unempfindlich und auf die als kritisch angesehenen Hilfsstoffe, wie beispielsweise 
Proteine oder Polymere, kann vollig verzichtet werden. AuBerdem sind nur relativ 
geringe Mengen an physiologisch gut vertraglichen Tensiden enthalten. 

In Beispiel 3 werden verschiedene Zucker oder Zuckeralkohole auf ihre stabilisie* 
rende Wirkung in G-CSF-Lyophllisaten untersucht Maltose zeigt sich gegenuber 
Lactose und Mannit vorleilhaft. 

In Beispiel 4 werden Lyophilisate mit Maltose und weiteren Hiifsstoffen beschrieben. 
Die Ergebnisse belegen klar, daB der Zusatz von Tensid die Stabilitat der Zuberei- 
tung nicht wesentlich beeinfluBt, jedoch die Anhaftung des Proteins an Oberflachen 
und damit mogliche Gehaltsvertuste vertiindert. Die Anwesenheit von Tensid ist 
somit in derartigen Rezepturen nicht aus Grunden der Stabilislerung, sondem zur 
Aufrechterhaltung der Nenndosierung erforderlich. 
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In Beispiel 5 werden verschiedene Maltose-haltige Lyophilisat-Rezepluren ver- 
glichen mit rwei ansonsten gleichartig formulierten Lyophilisaten ohne Maltose. Aus 
den Daten ist War erkennbar, daB die Anwesenheit von Maltose in den untersuchten 
Parametem vorteilhafl im Sinne der Stabilitat der Zuberertung wirkt Der Zusatz 
werterer Hilfsstoffe, wie Ascorbinsaure, Glutathion, Glutaminsaure zeigt im Rahmen 
der untersuchten Lagertemperaturen und Lagerzeiten keinen signiftkanten EinfluB 
auf die Stabilitat Die in Beispiel 5 beschriebenen Zubereitungen zeichnen sich 
insbesondere dadurch aus, daB sie bei langfristiger Lagerung bei erhohter 
Temperatur keine Verandeaingen in den untersuchten Qualvtatsmerkmalen 
aufSA/eisen. 

Aus den Beispielen ist weiterhin ersichtlich. daB in Lyophilisaten, die Maltose und 
Arginin enthalten, ein weiteres Puffersalz nicht unbedingt erforderlich ist, da der bei 
pHEinstellung durch Salzsaure, Phosphorsaure, Zitronensaure Oder anderen 
Sauren entstehende Argininpuffer ausreichend pH-stabilisierend wirkt. ArgininpufFer 
ist hervorragend geeignet, stabile Zubereitungen im pH-Bereich unter 5,0 und von 
7,0 - 7,5 zu formulieren (siehe Beispiele 11 und 12). Beispiel 9 zeigt, daB wie- 
deraufgeloste Lyophilisate mit pH 7,4. die Maltose und Argininpuffer enthalten, 
mindestens 24 Stunden haltbar sind. 

In Beispiel 6 werden G-CSF-Lyophilisate beschrieben, die Aminozucker 
(Galactosamin. N-Methylglucosamin) enthalten. Es ist erkennbar, daB die Kombina- 
tion von Maltose und Aminozucker stabilere Zubereitungen ergibt ats die Kombina- 
tion von Glycin mit Aminozuckem. Damit wird belegt, daB Maltose in Kombinatlon 
mit physiologisch gut vertraglichen Hilfsstoffen deutlich stabilere und damit bezug- 
lich der pharmazeutischen Qualitat hochwertigere Lyophilisate von G-CSF liefert ais 
andere. in der Literatur vorgeschlagene Gerustbildner und Stabilisatoren. 

In Beispiel 7 wird gezeigt, daS G-CSF in Maltose-haltigen Lyophilisaten deutlich 
stabiler ais in Mannit-haltigen Lyophilisaten ist. Dies wird bei relevanten Lagertem- 
peraturen und langen Lagerzeiten entsprechend belegL 
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in Beisptel 8 vArd gezeigt, daB Maltose-halttge Lyophilisate bei verschiedenen 
pH-Werten sowie bei verschiedenen Hitfsstoffzusatzen vortetlhafte Ergebnisse ge 
genuber Lyophilisaten mit anderen Gerustbildnem und Stabiiisatoren 
(Zuckeralkoholen, Aminosauren) erbringen. 

Beispiel 10 belegt die Stabtlitat der erfindungsgemaBen Lyophilisate mit Maltose. 
RafFinose, Saccharose oder Trehalose nach 13-w6chtger Lagerung bei 40 °C. 

Beispiel 1 1 zeigt, daB die erf indungsgemaaen Lyophilisate auch mit hdheren 
G-CSF-Konzentrationen stabil sind, und in Beispiel 12 wird die Langzeitstabilitat 
der erfindungsgemaBen Rezepturen selbst bei hoheren Temperaturen belegt 

Beispiel 1: 

Untersuchungsmethoden zur Stabilitatsbestimmung 

Die lyophilisierten Zubereitungen wurden unter LichtausschluB bei definierten 
Lagertemperaturen gelagert und danach mit reversed phase HPLG (RP-HPLC), 
Gelchromatographie oder size e«lusion Chromatographie (SEC HPLG), Western 
Blot auf Proteinreinheit sowie das Auftreten von Aggregaten und Dimeren hin 
untersucht AuBerdem wurde der Proteingehalt durch OD 280-Photometrie, die 
Blologische Aktivitat durch Bioassay (NFS 60-Zelltest), sowie Aggregation und 
Prazipitatton durch Trubungsmessung untersucht Die angewandten Methoden 
lassen sich wie folgt beschreiben: 

1.1 Reversed phase HPLG 

Die RP-HPLG erfolgte unter Verwendung einer Nucleosil G18- Saule 

(Fa. Knauer). Die mobile Phase bestand aus 0,12 % (vA/) Trifluoressigsaure 

(TFA)AA/asser (A) und 0.1 % (v/v) TFA/Ace- tonrtril (B). Die Ghromatographie 
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wurde mit einer FIuBrate von 0,5 ml/min unter Verwendung eines linearen Gra- 
dienten von A nach B durchgefuhrt. 

Die Injektionsmenge betrug je nach Rezeptur 3 - 6^g G-CSF. Die Auswertung 
erfolgte uber die Peakflache unter Venwendung eines externen Standards bei 
einer Wellenlange von 214nm. 

1.2 Size Exclusion Chromatooraphie (SEC) 

Fur die SE-Chromatographle wurde eine TSK G 2000 SW-Trennsaule (7,5 x 
300 mm) \^erwendet Die Trennungen erfolgten isokratisch bei Raumtemperatur 
und einer FIuBrate von 0,6ml/min in einem Phosphatpuffer (22,2 mM Na2HP04; 
107.7mM KHgPO^; pH 6,2). Die Injektionsmenge betrug 3 - 6 ^g G-CSF. Die 
Auswertung erfolgte uber die Peakflache unter venA^endung eines externen 
Standards bei einer Detektionswellenlange von 214nm. 

1.3 SDS'Paqe/Westem Blot 

3 ^g rhG-CSF werden unter nichtreduzierenden Bedingungen auf ein 
12prozentiges Polyacrylamld-SDS-Gel gegeben und der Gelelektrophorese 
unterzogen. AnschlieUend werden die nach ihrem Molekulargewicht getrennten 
G-CSF-Monomere. -Dimere oder -Aggregate durch Elektroblotting auf Nitro- 
cellulose transferiert Durch Inkubation mit einem spezifischen polyklonalen 
biotinyllerten Anti-G-CSF-Antikorper (PAK < GCSF >lgG) werden die Protein- 
banden identifiziert und mittels der Phosphatase-Technik unter Benutzung von 
Streptavidin-alkalischem Phosphatasekonjugat (SA-AP-Konjugat), 5-Brom-4- 
chlor-3-indolylphosphat (BCIP) und Nitro Blue Tetrazolin (NBT) nachgewiesen. 
Die Bestimmung der prozentualen Monomeren-, Dimeren- bzw. Aggregatanteile 
erfolgt durch laserdensitometrische Auswertung mit Hilfe einer 
rhG-CSF-Standardreihe. 



j 
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1.4 NFS-60 Bioassav fbiotogische Wirksamkeit) 

Die in vitro Aktivitatsbestimmung von G-CSF basiert auf der Messung von 
Zelbahlen in einer durch G-CSF stimulierten Zellkultur von NFS-60 Zelien. 

Unter geeigneten Bedingungen kann die Dehydrogenase-Aktivitat der Zelien 
mit der Konzentration an G-CSF im Medium korreliert werden. Es werden ge- 
eignete Verdunnungen der G-CSF Pufferlosung hergestellt, um einen einfach 
me&baren Anstieg in der Dehydrogenase-Aktivitat zu erhalten. 

Die Messung der Akttvitat erfoigt dann photometrisch bel 570 und 690 nm. 
gemessen vArd die Reduktion des TetrazoliniunvSalzes MTT (gelb) zu 
Fonmazan (blau). 

Die in vitro Aktivitat von G-CSF wird berechnet, indem die Oaten der Probe 
gegen Standard nach der Methode der parallelen Linie verglichen werden. Die 
Auswertung erfoigt gemaK den Anforderungen der Ph. Eur. (VIII, 13). 

1.5 Streulichtmessunq, Trubunqsbestimmung 

Die Messung erfoigt direkt an der unverdunnten Produktl5sung in Glaskuvetten 
(Durchmesser 2 cm). Das von der Flusstgkeit dfffus abgelenkte Streulicht wird 
unter einem Winkel von 90 °C gemessen. Gemessen wird im Vergleich zu 
Formaztn-Standard-Suspensionen nach DIN 38404C2, die Angabe der Werte 
erfoigt in TE/F. Die Messung erfoigt an etnem geeigneten Trubungs- 
photometer, z. B. LTP 5 (Fa. Dr. Lange. Dusseldorf). 
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1.6 Photometrie OP 280 f Proteingehaitt 

Das G-CSF-UV-Spektrum hat ein Absorptionsmaximum bei 280 nm, das auf 
Seitenkettenchromophore wie Tryptophan-, Tyrosin- und Phenylalaninreste zu- 
ruckzufuhren ist. Die Messung erfolgt im Vergieich zu Placebo-Losungen 
mittels: 



UV-Spectrophotometer 

(z. B. Uvikon 810 P oder 941, Kontron Instruments) 

Semi-micro Quartz Kuvetten. 500 jil, Schichtdicke: 1 cm 
(z. B. Hellma, Suprasil. Cat. No. 104.002B-QS) 



BeisDiel 2: 

Wassrige Losungen von 0,1 mg/1 ml Poloxamer 118 sowie 50mg/ml der nachfol- 
gend genannten Zucker bzw. Zuckeralkohole Mannit (Rezeptur 1). Lactose 
(Rezeptur 2) und Maltose (Rezeptur 3) wurden mit G-CSF in einer Konzentration 
von 70 ^g/ml versetzt Die Losungen wurden nach Filtration dutch einen sterllisier- 
ten 0.2 yum-Wiembranfilter In sterile Injektionsflaschen aus Glas der hydrolytischen 
Klasse I abgefullt Nach der Lyophilisation wurde mit sterilem Stickstoff beluftet und 
die zunachst lose aufgesetzten Stopfen wurden zum Verschlie&en der Lyophilisate 
unter aseptischen Bedingungen eingedruckt Die Lyophilisate wurden verbdrdelt 
und unter LichtausschluB 6 und 13 Wochen bei verschiedenen Temperaturen gela- 
gert Danach wurde mit den nachfolgend beschriebenen Methoden die Stabilitat der 
Zubereitung untersucht 
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Tabelle 1a: Lagerung bei 20 ^'C 





Lagerung 6 Wochen bei 
20 

i II III 


Lagerung 13 Wochen bei 
20 °C 
1 II ill 








Rez. 1 Mannit 


>99% 91% 36% 


86 % 47 % 27 % 


Rez. 2 Lactose 


>99% >99% 18% 


>99% >99% 12% 


Rez. 3 Maltose 


>99% > 99% 6% 


> 99 % > 99 % 7,8 % 



I Reinheit unverandertes Protein in RP HPLC 

II Reinheit unverandertes Protein in SEC HPLC 

III Dimeren/Aggregate in Western Blot 

Tabelle 1b: Lagerung bei 40 ^C 





Lagerung 6 Wochen bei 
40 

1 II III 


Lagerung 13 Wochen bei 
40 «C 
1 II III 








Rez. 1 Mannit 


81 % 70 % 50 % 


69 % 25 % 70 % 


Rez. 2 Lactose 


>99% >99% 37% 


> 99 % > 99 % nicht 

auswertbar/ 
aggregiert 


Rez. 3 Maltose 


>99% >99% 6.4% 


> 99 % > 99 % 12 % 



I Reinheit unverandertes Protein In RP HPLC 

II Reinheit unverandertes Protein in SEC HPLC 

III Dimeren/Aggregate in Western Blot 
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Betsptel 3: 

Es Nwurden Lyophilisate von GCSF hergestellt. Dazu \AAjrden die in nachfolgender 
Tabelle genannten Hilfsstoffe In Wasser fur InjektionszNA/ecke gelost, danach wurde 
G-CSF in einer Konrentration von 70 ^g/ml zugefugt und ggf. wurde mit geringen 
Mengen des Puffersystems der pHWert genau eingestellt Pluronic F 68 wurde als 
ein Vertreter eines entsprechend geeigneten Tensides verwendet Andere Tenside 
verhalten sich ahnllch. Nach Sterilfiltrationen durch einen geeigneten 
0,2 ^m-Membranfilter wurden die Losungen in sterile Injektionsflaschen aus Glas 
der hydrolytischen Klasse I abgefullt und nach ubiichen Verfahren lyophilisiert 
Nach der LyofShilisation vwrde mit Stickstoff beluftet und die Injektionsflaschen mit 
Gefriertrocknungsstopfen unter aseptischen Bedingungen verschlossen. Die 
Zubereitungen wurden in verbordelten Flaschen unter LichtausschluB bei 
definierten l^gertemperaturen bel 6 und 12 Wochen gelagert und mit den in 
. Beispiel 1 genannten Methoden untersucht 



Tabelle 2: Maltose-haltige Rezepturen von G-CSF bei pH 3.6 





Rezeptur 4 


Rezeptur 5 


G-CSF 


70 HQ 


70 ug 


Maltose 


35 mg 


35 mg 


L-Phenylalanm 


10 mg 


10 mg 


Ascorbinsaure 


5mg 


5mg 


Glutathion 


10 mg 


10 mg 


L-GlutaminsSure 


5mg 


5mg 


L-Arginin 


10 mg 


10 mg 


Puffer (pH> 


ad pH 3,6 


ad pH 3.6 


Pluronic F 68 




0,1 mg 


Wasser filr 
Injektionszwecke 


ad 1 ml 


ad 1 ml 
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Tabelte 3: Lagerung bei 20 °C 



Rp. 


Lager- 
temp. 


nach 

6 Wochen 
Aggr. in % 


nach 

12Woche 
Aggr. in % 


nach 6 Wochen 
SEC RP 
%G-CSF %G-CSF 


nach 12 Wochen 
SEC HPLC 
%G-CSF %G-CS 














4 


+ 20''C 


0.0 


2.6 


.61 63 


64 69 


5 


+ 20»C 


0.0 


0.5 


> 99 > 99 


> 99 > 99 



Beisptel 4: 

G-CSF-Lyophilisate mtt 500 ^g/ml G-CSF (Rezepturen 6-10) wurden wie folgt her- 
cjestellt Die in nachfolgender Tabelle genannten HilfsstofFe wurden in Wasser fur In- 
jekttonszwecke geldst, GCSF wurde zugegeben und, falls notig, wurde der pHWert 
mit geringen Mengen Salzsaure oder oder Di-Natrium-hydrogenphosphat einjustiert 
Jewells 1 ml der zuvor durch ein 0,2yum-l\/lembranfilter sterilfiltrierten Losungen wurde 
in Injektionsflaschen aus Glas der hydrolytischen Klasse I abgefullt und nach ubitchen 
Verfahren gefriergetrocknet Nach der Lyophilisation wurde mit Stickstoff beluftet und 
die Lyophilisate wurden mit Gefriertrocknungsstopfen unter aseptischen Bedingungen 
verschlossen. Die verbdrdelten Lyophilisate wurden unter LichtausschluK bet definier- 
ten Temperaturen gelagert und mit den in Beisplel 1 genannten Methoden untersucht. 



Tabelle 4: Zusammensetzungen der Rezepturen 6-10 





Rez. 6 


Rez,7 


Rez. 8 


Rez, 9 


Rez. 10 














G-CSF 


0,5 HQ 


0.5 ug 


0,5 H 


0.5 ug 


0,5 ug 


Maltose 


35 mg 


35 mg 


35 mg 






L-Phenyialanin 


10 mg 


10 mg 


10 mg 


10 mg 


10 mg 


Ascorbtnsaure 


5 mg 






5 mg 
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Rez. 6 


Rez. 7 


Rez. 8 


Rez, 9 


Rez. 10 














Glutathion 


10 mg 






10 mg 




L-Glutaminsaure 


5 mg 






5mg 




L-Arginin 


10 mg 


10 mg 


10 mg 


10 mg 


10 mg 


Puffer (pH) 


ad 4,5 


ad 4.5 


ad 6.5 


ad 4.5 


ad 6,5 


Pluronic F68 


0.1 mg 


0,1 mg 


0,1 mg 


0,1 mg 


0,1 mg 


Wasser fur 
Injektionszw. 


ad 1 ml 


ad 1 ml 


ad 1 ml 


ad 1 ml 


ad 1 ml 



Tabelle 5: Anplysenergebnisse 



Rez. 


Lager- 
temp. 


Western Blot 
6 Wo. 12 Wo. 
%Aggr. %Aggr. 


nach 6 Wochen 
SEC RP 
%6-CSF %Aggr. %6-CSF 


nach 13 Wochen 
SEC RP 

%G-CSF %Ao8r.%G-CSF 












6 


+ 8»C 


<1 1.0 


> 99 % 0.9 > 99 % 


>99% 0.7 99% 




+ 40 


< 1 1.7 


> 99 % 0,6 > 99 % 


> 99 % 0.6 98 % 












7 


+ 8''C 


<1 1,1 


> 99 % 1.6 > 99 % 


>99% 1.1 99% 




+ 40 »C 


<1 2.3 


>99% 1,9 >99% 


>99% 1,1 99% 












8 


+ 8'C 


< 1 




>98% 1,5 >99% 




+ 40 "C 


<1 




>98% 1.4 >99% 












9 


+ 8*C 


3,8 0.3 


95 % 5.8 > 99 % 


95% 1.5 98% 




+ 40 "C 


7.9 2.5 


95 % 6,4 93 % 


86 % 0.8 94 % 












10 


+ 8»C 


5.2 




96% 1,0 95% 




+ 40 "C 


10.3 




89 % 2.6 89 % 
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Beispiel 5: 

Die in der nachfolgenden Tabelle angegebenen Formulierungen (Rezepturen 11-14) 
wurden wie folgt hergestellt: Die Hilfsstoffe \Aajrden m Wasserfur Injektionszwecke 
gelost, danach G- CSF In der angegebenen Konzentration zugefugt. Falls notwendig, 
wurde der pH mit Hilfe der Komponenten des Phosphatpirffers genau einjustiert Die 
Losungen wurden sodann durch einen sterilisierten Membranfilter der Porenweite 
0,2 yum filtriert und unter aseptischen Bedingungen In Injektionsflaschen der hydro- 
lytischen Klasse I abgefuilt und lyophilisiert Nach der Lyophiilsation wurde mit Stick- 
stoff belQftet, die Lyophlllsate wurden mit Gefriertrocknungsgummistopfen unter 
aseptischen Bfedingungen verschlossen und verbordelt. Die Lyophilisate wurden 
unter LichtausschluB bei definierten Lagertemperaturen belasteL Nach 6 und 13 
Wochen wurden Untersuchungen gemaB der in Beispiel 1 angegebenen Methoden 
durchgefuhrt 



Tabelle 6: Aminozuckerhaltige Lyophilisatzubereitungen 





Rez.11 


Rez. 12 


Rez. 13 


Rez. 14 












G-CSF 


0.5 ng 


0.5 ug 


0.5 HQ 


0,5 HQ 


Pluronic F68 


0,1 mg 


0,1 mg 


0.1 mg 


0.1 mg 


N-methyl- 
glucosamin 




10 mg 




10 mg 


Galactosamin 


10 mg 




10 mg 




Glycin 






35 mg 


35 mg 


Maltose 


35 mg 


35 mg 






Phenylalanin 


10 mg 








Phosphatpuffer 


ad pH 7,0 


ad pH 7.0 


ad pH 7,0 


ad pH 7,0 


Wasser fur 
Injektionszwecke 


ad 1,0 ml 


ad 1,0 ml 


ad 1 ,0 ml 


ad 1 ,0 mi 



Die nach Lagerung der o. g. Zubereitung erhallenen Analysendaten sind in 
nachfolgender Ergebnistabelie zusammengefaBt 
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Tabelle 7: Anatysenergebnisse 

ZSP = Zersetzungsprodukte 



Rez. 


Lagerung 


6 Wochen 
West. Blot. 
% Aggr. 


12 Wochen 
West Blot. 
% Aggr. 


12 Wochen 
RP-HPLC % ZSP in 
% G-CSF SEC HPLC 












11 


+ 8°C 


3.8 


2,9 


>99 1,2 




+ 40 "C 


3,2 


2.3 


>99 1,8 












12 


+ B'C 


1.8 


3.8 


>99 1,4 




+ 40."C 


1.7 


4.5 


> 99 0.7 












13 


+ 8"C 


1.1 


1.4 


> 99 0,9 




+ 40 


16.8 


13,0 


75 4,2 












14 


+ 8°C 


1.6 


12,4 


97.5 1,2 




+ 40 "C 


7.7 


26,3 


84.5 3,5 



Beisplel 6: 

Die nachfolgend beschriebenen Rezepturen 15 und 16 wurden wie folgt hergestellt 
Die angegebenen Hiffsstoffe wurden in Wasser fur InjektionszNA/ecke gelost, G-CSF in 
der angegebenen Konzentration wurde zugefugt. Der pH wurde, falls notNA/endig, mil 
Anteilen der PufFerkomponenten einjustiert Danach wurde die Ldsung durch einen 
sterilislerten Membranfilter der Porenweite 0,2 filtriert und unter aseptischen Be- 
dingungen in sterile injektionsflaschen aus Glas der hydrotytischen Klasse I abgefulH. 
Nachfolgend wurden die Injektionszubereitungen gefriergetrocknet danach wurde mit 
Stickstoff beluftet und die Injektionsflaschen wurden unter aseptischen Bedinguhgen 
mit einem Gefriertrocknungsstopfen verschlossen und danach verbordelt. Die Zube- 
reitungen wurden unter LichtausschluB bei definierten Temperaturen gelagert und auf 
die nachfolgend genannten Parameter hin untersucht. Dabei wurden die in Beispiel 1 
beschriebenen Untersuchungsmethoden angewandt 
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Rezeptur 15 Rezeptur 16 



G-CSF 


0,25 mg 


G-CSF 


0,3 mg 


Polysorbat 80 


0,05 mg 


Pofysorbat 80 


0,1 mg 


Phenylalanin 


5 mg 


Mannit 


50 mg 


Maltose 


17,5 mg 


Puffer 


ad pH 4.5 


L-Arginin 


5 mg 


Wasser f . 
Injektionszw. 


ad 1 ,0 ml 


Puffer 


ad pH 4,5 






Wasser f. 
Injektionszw. 


ad 0,5 ml 







Tabelle 8: Unlersuchungsergebnisse nach Lagerung von 
Rezeptur 15 und 16 uber 3 und 6 Monate 





Rezeptur 15 
Lagerzeit Lagerzeit 
3 Monate 6 Monate 
4-8 "C 23*0 4-8 "C 23° 


Rezeptur 16 
Lagerzeit Lagerzeit 
3 Monate 6 Monate 
4-8 23 "C 4-8 23" 








West. Blot 
(Dimere) 


2.2 < 1 % 1.3% 0.7 


< 1 % 12 % 4,1 % 17 


SEC-HPLC 
(Dimere) 


< 1 % < 1 % < 1 % < 1 % 


< 1 % 2 % < 1 % 3 


RP-HPLC 
(G-CSF Peak) 


> 99 % > 99 % > 98 % > 98 


>99% 98,2% >98%>98 
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BeisDiel 7: 

Die in Tabelle 9 beschrlebenen Formulierungen wurden wie folgt hergestellt: 

Die angegebenen Hitfsstoffe vyAjrden in Wasserfur Injektionszwecke gelost, G-CSF 
wurde in der angegebenen Konzentration zugegeben, danach wurde, falls notwendlg, 
der pHWert mit kleinen Anteilen der Pufferkomponenten einjustsert. Die Arzneistoff- 
losung wurde dann durch einen sterilisierten Membranfilter der Porenweite 0,2^um 
sterilfiltriert, danach unter aseptischen Bedingungen in sterilisierte Injektionsflaschen 
aus Glas der hydrolytischen Klassel abgefullt und lyophiiisiert 

Nach der Lyophilisation wurde mit Stickstoff beluftet und die Flaschen wurden unter 
aseptischen Bedingungen mit Gefriertrocknungsstopfen verschlossen. Die Flaschen 
wurden verbordelt und unter LichtausschluB und definierten Temperaturbedingungen 
gelagert Nach den entsprechenden Lagerzeiten wurden mit den in Beispiel 1 be- 
schriebenen Methoden analytische Untersuchungen durchgefuhrt (vgl. Tabelle 10). 
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Tabelle 10 sind die erhaltenen Analysendaten fur die genannten Rezepturen 
zusammengefaBt: 



Rezeptur 


Lagerung 


4 Wochen 
RP-HPLC SEC-HPLC 
% G-CSF % G-CSF 


4 Wochen 
Western Blot 










17 


8»C 
30 °C 
40 "C 


> 99 > 99 
94 92 


3,6 % Dimere 
9,6 % Dimere 
14,4 % Dimere 


18 


0 0 0 

o o o 


69 60 
44 36 
13 12 


Aggregate 
Aaareaate 
Aggregate 


19 


o o 00 

0 0*0 

o o o 


> 99 > 99 

> 99 95, 5 

> 99 97,5 


1,0 % Dimere 
0,5 % Dimere 
0,5 % Dimere 


20 


8»C 
30 "C 
40 »C 


> 99 > 99 

> 99 > 99 

> 99 > 99 


1,6 % Dimere 
1,4 % Dimere 
2.3 % Dimere 


21 


8*C 
30 °C 
40 »C 


> 99 > 99 
>99 97.5 
>99 97 


1,5 % Dimere 
2,1 % Dimere 
2,0 % Dimere 


22 


8»C 
30 "C 
40 "C 


> 99 > 99 
96 96 


2,8 % Di/Aggregat 
3,0 % Di/Aggregat 
12 % Di/Aggregate 


23 


8°C 
30 "C 
40 »C 


> 99 > 99 
91,5 92 
79 74 


6,8 % Dimere 

Aggregate 

Aggregate 


24 


O O 00 

0 O 0 

o o o 


> 99 > 99 
88 85 
67 60 


10,8 % Dimere 

Aggregate 

Aggregate 
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Beispiel 8: 

Standzeit erfindungsgemafter wiederaufgeloster Lyophilisate mit pH 7,4 
Es wurde folgende Zusammensetzung hergestellt: 



mo/ml 


Rezeptur 25 






G-CSF 


0.35 


Polysorbat 80 


0.1 


Maltose 


50 


Arcfinin 


10 


Phenylalanin 


10 


Salzsaure 


ad pH 7.4 



Die genannlen Hitfsstoffe >«urden in 1 ml Wasser fur Injektionszwecke gelost, 
G-CSF wurde zugefugt und der pH-Wert auf pH 7,4 etngestelit. Die Losung wurde 
durch einen sterilisierten Membranfitter der Porenwerte 0,2 \xn\ sterimitriert und da- 
nach in lnjektionsflaschen der hydrolytischen Klasse 1 abgefullt 

Nach dem Aufsetzen geeigneter Gefriertrocknungsstopfen wurde die Zubereitung bei 
einer Haupttrocknungstemperatur von - 25 '^C und einer Nachtrocknungstemperatur 
von + 8 bis zu einer Restfeuchte von < 5 % gefriertrocknet Die getrodcneten Lyo- 
philisate wurden mit Stickstoff beluftet und verschlossen. 

Nach emonatiger Lagerung bei 4 - 8 wurden die Lyophilisate mtt 1 ml Wasser fur 
Injektionszwecke aufgelost und danach 24 Stunden bei Raumtemperatur 
stehengelassen. 

Nach dieser Standzeit zeigte sich mit den in Beispiel 1 beschriebenen Untersu- 
chungsmethoden zur biologischen Wirksamkeit (NFS-60 Test). Proteingehalt 
(Photometrie OD 280) und Reinheit (Western Blot), Reinheit (SEC HPLC), Reinheit 
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(SDS Page) und Remheit (RP HPLC) keine Veranderung gegenuber den unmrttelbar 
nach dem Auflosen untersuchten Proben. Auch Trubungsmessungen - selbst unter 
mechanischer Belastung - ergaben sehr niedrige Triibungswerte. 

Damit wird deutlich, daB wiederaufgeloste Lyophilisate der erfindungsgemaBen 
Rezeptur mit Maltose und Arglninpuffer bei pH 7,4 eine fur die kllnlsche An\wendung 
ausreichende Standzeit besitzen. 

Beispiel 9: 

Stabilitat erfindungsgemaBer Lyophilisate, die Maltose, Raffinose, 
Saccharose oder Trehalose enthalten, nach 13-w6chiger Lagerung bei 40 

GemaB Beispiel 8, Rezeptur 25, wojrden drei Lyophilisate hergestellt. die 50 mg/ml 
Maltose oder die gleiche Gewichtsmenge von a) Raffinose oder b) Saccarose oder 
c) Trehalose enthielten. 

Alle Lyophilisate wurden 13 Wochen bei Temperaturen von 5 •^C, 25 **C, 30 **C und 
40 *C eingelagert danach aufgelost und visuell und mit den in Beispiel 1 
beschriebenen Untersuchungsmethoden SEC HPLC. RP HPLC, Western Blot und 
SDS Page untersucht 

In alien Fallen ergaben sich Ware farblose Losungen, In der SEC HPLC betrug die 
GroBe der Produktpeaks > 98 % und die der Dimeren/Aggregate < 1 %. In der RP 
HPLC en-eichte der Produktpeak 100 %. Nebenpeaks waren nicht nachweisbar, der 
Hauptpeak entsprach dem Arbeitsstandard. Im SDS-Page waren keine Abbaupro- 
dukte, Dimere oder Aggregate nachweisbar. 
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Tabelle: nach 13 Wochen Lagerzeit 



Temp. 


SEC HPLC 
% G-CSF 


RP HPLC 
% G-CSF 


Western Blot 
% Aggregate 


SDS-Page 

% Nebenbande 












5»C 


>98% 


100% 


n.n. 


<1 


20 "C 


>98% 


100% 


n.n. 


< 1 


30 "C 


>98% 


100 % 


n.n. 


<1 


40 "C 


>98% 


100% 


n.n. 


< 1 



Betspiel 10: 

Stabiiitat erfindungsgemaHer Maltose-Lyophilisate mit Argininphosphat- 
und Arglnlnchloridpuffern mit pH 4,5 und pH 7,2 nach 13-'Wdchiger Lagerung 
bei 30 ''C 

GemaQ der tn Beispiel 8 beschriebenen Herstellung wurden die folgenden 
Rezepturen. die sich lediglich durch Puffer und pH-Wert unterscheiden, hergestellt 





Rezeptur 26 


Rezeptur 27 


Rezeptur 28 


Rezeptur 29 












G-CSF 


0,35 mg 


0,35 mg 


0,35 mg 


0.35 mg 


Polysorbat 80 


0,1 mg 


0,1 mg 


0.1 mg 


0,1 mg 


Phenylalanm 


10 mg 


10 mg 


10 mg 


10 mg 


Arginin 


10 mg 


10 mg 


10 mg 


10 mg 


Maltose 


47,5 mg 


47,5 mg 


47,5 mg 


47,5 mg 


Phosphorsaure 


ad pH 4,5 


ad pH 7,2 






Saizsaure 






ad pH 4,5 


ad pH 7,2 
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Die Zubereitungen wurden bei Temperaturen von 4 bis 8 °C, 20 - 25 **C sovAe 

30 **C eingelagert, nach 13 Wochen in 1 ml Wasser fur Injektionszwecke aufgelosl 

und mit den in Beispiel 1 beschriebenen Untersuchungsmethoden RP HPLC. 

SEC HPLC (Reinheit) und Western Blot (Abbau, Dimerisation und Aggregatbildung) 

untersucht Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 1 dargestellt und zetgen. daB die erfin- 

dungsgemaBen Lyophilisate mit pH 4,5 und 7,2 auch nach 13-wochiger Lagemng 

bei 30 ""C stabil sind. 



Tabelle 11: Ergebnisse nach 1 3 Wochen 30 ^C 





RP-HPLC SEC HPLC 
% Nebenpeaks 


Western Blot 
Abbau Dimere Aggregat 








Rezeptur 26 


< 1 < 1 


n.n. n.n. n.n. 


Rezeptur 27 


< 1 < 1 


n.n. n.n. n.n. 


Rezeptur 28 


< 1 < 1 


n.n. < 1 % n.n. 


Rezeptur 29 


< 1 < 1 


n.n. < 1 % n.n. 



n.n. = nicht nachv^isbar 



Beispiel 11: 

Stabilitat erfindungsgemaBer Maltose-Lyophiflsate mit Argininphosphat- und 
Argininchloridpuffer mit pH 7,4 nach 4- und 13-w5chlger Lagerung bei 40 *»C 

Es wurden in gleicher Weise \wie in Beispiel 8 Rezepturen hergestellt und deren pH 
Wert einmal mit Salzsaure und einmal mit Phosphorsaure auf 7,4 eingestellt: 
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Rezeptur 30 


Rezeptur 31 








G-CSF 


0.35 mg 


0,35 mg 


Polysorbat 80 


0.1 mg 


0,1 mg 


Phenylalanin 


10 mg 


10 mg 


Arginin 


10 mg 


10 mg 


Maltose 


47.5 mg 


47,5 mg 


Phosphorsaure 


pH 7.4 




SalzsSure 




pH 7,4 



Diese zwei Zubereitungen wurden bei Temperaturen von 4 - 8 ''C sowie 40 
4 und 13 Wochen eingelagert. Die Untersuchungsergebnisse (Western Blot, SDS- 
Page) nach 13 Wochen l^gerung sind in nachfolgender Tabelle 12 dargestellt. Die 
Ergebnisse nach 4-wdchiger Lagerung sind identisch. 

Die Ergebnisse belegen, daR die erfindungsgemaden Maltose-Lyophilisate mit 
pH 7.4 auch nach 13-w6chiger Lagerung bei 40 **C stabil sind. 

Tabelle 12: Ergebnisse nach 13 Wochen 40 "^C 





Lager 
temp. 


Western Blot, 
nicht reduz. 
Aggr. Dimere 
< 1 % < 2 % 


SDS-Page, reduz. 
Produkt-Bd. Abbau* Zusatz- 
prod. bd. 


Rest- 
feuchte 
% 












RezejfjtuV 36 


5«C 
40 •'C 


n.n. n.n. 
n.n. n.n. 


< 98 % < 1 % n.n. 

< 98 % < 1 % n.n. 


1.4 
2.0 


Rezeptur 31 


5*^0 
40 **C 


n.n. n.n. 
n.n. n.n. 


< 98 % < 1 % n.n. 

< 98 % < 1 % n.n. 


1,9 
2.1 
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Beispiei 1 2: 

Stabilitat erfindungsgemaBer Lyophilisate mit pH 7,4 und G-CSF-Konzentratio- 
nen von 0,5 und 1,0 mg/ml nach 13*wdchiger Lagerung 
bei 40 ''C 

GemaB der in Beispiei 8 beschriebenen Herstellung wurden die folgenden 
Rezepturen, die sich im G-CSF-Gehalt unterscheiden, hergestellt 



mg/ml 


Rezeptur 32 


Rezeptur 33 








G-CSF 


0,5 mg 


1.0 mg 


Polysorbat 80 


0.1 mg 


0,1 mg 


Phenylalanin 


10 mg 


10 mg 


Arainin 


10 mg 


10 mg 


Maltose 


47,5 mg 


47,5 mg 


Phosphorsaure 


pH 7.4 


pH 7,4 



Die Zubereltungen wurden bei - 20 *»C. 4 - 8 ••C, 20 - 25 •^C, 30 und 40 
4 Wochen und 13 Wochen gelagert, danach in 1 ml Wasser fur InjektionszNA^cke 
aufgelost und mit den in Beispiei 1 beschriebenen Untersuchungsmethoden 
SEC HPLC, RP HPLC, Western Blot und SDS Page untersucht (Untersuchungs- 
ergebnisse siehe Tabelle 13). 

Die Ergebnisse zeigen, daB die Lyophilisate der erfindungsgemaUen Rezepturen 
auch bei hoherer Proteinkonzentration bis zu 1 mg/ml nach 13-w6chiger Lagerung bei 
40 '^C stabil sind. 
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Beispiel 14 : 

Langzeitstabilitat uber 9 Monate 

Es wurden Lyophilisate gemaB der Rezeptur 31 nach Beispiel 1 1 hergestellt und die 
Zubereitungen bei Temperaturen von - 20 '^C, 5 °C, 25 ^'C, 30 und 40 °C uber 9 
Monate gelagert und nach 3, 6 und 9 Monaten mit alien in Beispiel 1 beschriebenen 
Untersuchungsmethoden untersucht 

In alien gepruften Parametem war im Laufe der Lagerzeit keine Veranderung nach- 
weisbar. Die Zubereitung er>Mes sich am Ende der Lagerzeiten bei alien Temperatu- 
ren als biologisch veil wirksam, wies den vollen Proteingehalt auf und zeigte in alien 
Reinheitsbestimmungen Banden bzw. Peaks, die weit unter 1 % des intakten G-CSF- 
Molekuls lagen. 

Die Ergebnisse belegen, daQ die erfindungsgemaBen Lyophilisate langfristig auch bei 
^Qt^eren Temperaturen stabil sind und somit die im Stand der Technik beschriebenen 
Stabtlitaten bei weitem Gbertreffen. 



Tabelle 14: Lagerung bei 30 **C 





3 Monate 


6 Monate 


9 Monate 










NFS 60 Test 
80-125% 


entspricht 


entspricht 


entspricht 


OD 280 


358 mg 


360 mg 


352 mg 


SDS Page 
Nebenbande 


< 1 % 


< 1 % 


< 1 % 


Western Blot 
% Aggr. 
% Dimere 


n.n. 
< 1 % 


n.n. 
< 1 % 


n.n. 
<1 % 
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3 Monate 


6 Monate 


9 Monate 










RP HPLC 
Produktpeak 


>99% 


> 99 % 


> 99 % 


SEC HPLC 

Produktpeak 

Nebenpeaks 


>98% 
n.n. 


>98% 
n.n. 


> 98 % 
n.n. 


TrObungsmessung 
TeF 


0.5 


0.5 


0.5 
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PatentansprOche 



1 Lyophilisierte pharmazeutische Zubereitung von G-CSF. enthaltend 
Maltose. Raffinose. Saccharose. Trehalose oder Aminozucker. 

2. Lyophilisierte Zubereitung gemalS Anspruch 1 . enthaltend zusatzllch eine 
physiologisch vertragliche Menge an Tensiden. die kleiner als oder maximal 
gteich der eingesetzten Proteinmenge an G-CSF isL 

3. Lyophilisierte Zubereitung gemaB Anspaich 2. enthaltend 0.5 mg/ml, 
vorzugsweise 0.01 - 0.1 mg/ml Tenside. 

.4. Lyophilisierte Zubereitung gemaB einem der Anspruche 1 bis 3. enthaltend 
zusatzllch eine physiologisch vertragliche Menge an Aminosauren. 

5. Lyophilisierte Zubereitung gemaB Anspruch 4. enthaltend Arginin und/oder 
Phenylalanin. 

6. Lyophilisierte Zubereitung gemaB einem der Anspruche 1 bis 5, enthaltend 
physiologisch vertragliche Hitfsstoffe ausgewahit aus der Gruppe der Anti- 
oxidantien. Komplexbildner. Puffer. Sauren. Basen oder Isotonisierungs- 
mitttel. 

7. Lyophilisierte Zubereitung gemaB einem der Anspruche 1 - 6 enthaltend 
Phosphat- Oder Acetatpuffer. 

8. Lyophilisierte Zubereitung gemaB einem der Anspruche 1-6. enthaltend 
Argininphosphat-, Argininchlortd- oder Arginincitratpuffer. vorzugsweise mit 
einem pH-Wert von 7-8. 



wo 94/14465 



PCT/EP93/03543 



- 35 - 



9. Lyophilisierte Zubereitung gemaB einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, da& sie im wesenOichen frei sind von proteinartigen Hilfsstoffen 
Oder polymeren Hilfsstoffen. 

10. Wassrige pharmazeutische Zubereitung, erhaltlich durch Redissolution des 
Lyophilisates gema& einem der Anspruche 1 bis 9. 

11. Wassrige pharmazeutische Zubereitung gemaK Anspruch 10, dadurch 
gekennzeichnet. daR die Losung einen pH-Wert von 6.5 - 8 oder 3-5 
aufvveist, vorzugsweise einen pH-Wert von 7,0 - 7,5. 

12. Verfahren zur Herstellung einer lyophilisierten pharmazeutischen Zubereitung 
gemaH einem der Anspruche 1-9, dadurch gekennzeichnet, daB man eine 
wassrige Zubereitung, enthattend G-CSF als Wirkstoff und Maltose, Raffinose, 
Saccharose, Trehalose oder Aminozucker als Hilfsstoffe sowie ggf. weitere 
phannazeutische Hilfsstoffe, herstellt und die Losung anschlieBend lyophilisierl 

1 3. Verwendung von Maltose, Raffinose, Saccharose, Trehalose oder Amino- 
zucker zur Herstellung einer stabilen lyophilisierten pharmazeutischen Zu- 
bereitung. enthaltend G-CSF als Wirkstoff. 
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